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_Resumo
A aprovação das plantas geneticamente modif icadas é precedida de vários 
anos de investigação intensiva de forma a garantir a sua segurança para o 
homem e ambiente. Recentemente demonstrámos que o stress da cultura 
in vitro parece ser o fator que mais inf luencia as diferenças proteómicas 
encontradas entre as plantas geneticamente modif icadas (GM) e os seus 
controlos. Neste trabalho tentámos avaliar quantas gerações são necessá-
rias para os efeitos da “memória” desse stress serem apagados. Tentámos 
também comparar a relevância das alterações provocadas pelo stress 
da cultura in vitro quando comparadas com as provocadas por outros 
stresses ambientais. Para tal seguimos três l inhas de arroz durante oito ge-
rações após a transgénese combinando técnicas de análise transcritómica 
e proteómica. Na geração F6 as plantas foram sujeitas a stress salino. Os 
resultados deste trabalho demonstraram que: (a) as diferenças promovidas 
durante a modif icação genética são maioritar iamente diferenças f isiológi-
cas de cur ta duração, que atenuam ao longo do tempo; (b) os stresses am-
bientais podem causar mais alterações proteómicas/trascritómicas que a 
engenharia genética. Com base nos dados obtidos questionamos quais os 
ensaios que são realmente relevantes e quais aqueles claramente excessi-
vos na avaliação do r isco das plantas GM para a saúde humana e animal, 
plantas e ambiente. 
_Abstract
The approval of genetical ly modif ied (GM) crops is preceded by years of 
intensive research to demonstrate safety to humans and environment. We 
recently showed that in vi tro culture stress is the major factor inf luencing 
proteomic di f ferences of GM vs. non-GM plants. This made us question 
the number of generat ions needed to erase such "memory". We also won-
dered about the re levance of a l terat ions promoted by transgenesis as 
compared to environment- induced ones. Here we fol lowed three r ice l ines 
throughout e ight generat ions af ter transgenesis combining proteomics 
and transcr iptomics, and fur ther analyzed the ir response to sal in i ty stress 
on the F6 generat ion. Our results showed that: (a) di f ferences promoted 
dur ing genetic modif icat ion are mainly shor t-term physiological changes, 
at tenuating throughout generat ions, and (b) environmental stress may 
cause far more proteomic/transcr iptomic al terat ions than transgenesis. 
Based on our data, we question what is real ly re levant in r isk assessment 
design for GM food crops.
_Introdução
As preocupações com a biossegurança das plantas geneti-
camente modif icadas têm levado os governos a implemen-
tar regras rígidas para avaliar os seus potenciais r iscos antes 
destas serem colocadas no mercado (1). Esta avaliação do 
risco é baseada na comparação entre as plantas genetica-
mente modif icadas e os seus controlos e pretende assegurar 
a segurança no que diz respeito à saúde humana e animal, 
às plantas e ambiente.
Recentemente evidenciámos que o fator que parece mais in-
fluenciar as diferenças encontradas entre uma planta geneti-
camente modificada e os seus controlos é o stress da cultura 
in vitro imposto durante a transformação da planta (2-3). É im-
portante referir que a cultura in vitro é uma metodologia não 
controversa, comummente utilizada no melhoramento de plan-
tas por exemplo para obtenção de plantas livres de pragas e 
de doenças causadas por bactérias, fungos e, particularmen-
te, por vírus. Demonstrámos também que essas diferenças 
(causadas pelo stress da cultura in vitro) são potencialmente 
memorizadas ao longo das gerações, levando-nos a questio-
nar a relevância das diferenças encontradas entre as plantas 
GM e os seus controlos quando da avaliação do risco (2).
Se, de facto, as diferenças encontradas entre as plantas GM e 
seus controlos forem maioritariamente alterações fisiológicas 
de curta duração, deverão desaparecer ao longo das gera-
ções. Se for este o caso será de questionar quantas gerações 
serão precisas para que as plantas GM eliminem a memória 
do stress da cultura in vitro. É sabido que o extenso processo 
que precede a comercialização das plantas GM implica o seu 
_O stress ambiental pode provocar mais alterações nas plantas do que a engenharia 
genética
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cultivo por vários anos após a modif icação genética e antes 
da entrada no mercado. Será este período suf iciente para a 
perda de todos os sinais epigenéticos induzidos pelos pro-
tocolos de engenharia genética?
Outra questão diz respeito à dimensão das diferenças obser-
vadas quando comparadas com as diferenças que sabemos 
muitas vezes acontecerem devido aos stresses ambientais. 
De facto vários estudos científ icos têm evidenciado que o 
stress induz alterações transcritómicas e proteómicas nas 
plantas e que essas alterações podem inclusivamente alterar 
a sua potencial alergenicidade (4-7). As plantas que util iza-
mos na nossa alimentação são maioritariamente cultivadas 
em campo aberto e, inevitavelmente, sujeitas aos mais di-
versos tipos de stress ambientais. Apesar das estratégias da 
agricultura moderna tentarem minimizar estímulos indeseja-
dos, alguns fatores são imprevisíveis. Assim, potencialmente 
qualquer consumidor pode consumir plantas que estiveram 
sujeitas a períodos de stress ambiental durante o seu cultivo 
ou durante os tratamentos pós-colheita.
_Objetivos
Este estudo teve como objetivo principal não só perceber 
como as alterações promovidas pelo stress da cultura in vitro 
(que é inevitável durante a produção de plantas geneticamen-
te modif icadas, e que provámos ser provavelmente o fator 
com maior contribuição para as diferenças encontradas entre 
as plantas GM e os seus controlos) evoluem ao longo das ge-
rações, mas também avaliar se diferenças promovidas por 
outros stresses ambientais ex vitro (neste estudo testámos a 
salinidade) são relevantes quando comparadas com as alte-
rações que as plantas GM podem apresentar quando compa-
radas com os seus controlos.
_Materiais e métodos
Neste trabalho combinámos a análise proteómica (Multiplex 
f luorescence 2D gel electrophoresis acoplada à espectro-
metria de massa) e transcritómica (microarrays - Af fymetrix 
RUSGene 1.1ST ArrayStr ip) para comparar as três linhas de 
arroz em estudo (Oryza sativa L. ssp. japonica cv. Nipponba-
re): um controlo convencional (C), uma linha transgénica (Ta ) 
e uma linha segregante negativa (NSb ) descendente de uma 
linha transgénica diferente (Tb ) (figura 1a ). Por definição, um 
controlo convencional é uma linha o mais parecida possível 
com a linha transgénica. Neste caso, foi utilizada como con-
trolo a linha de arroz que deu origem à linha transgénica Ta . 
Um segregante negativo é uma linha homozigóticas que não 
contém o transgene (não transgénica), obtida por auto polini-
zação de linhas transgénicas heterozigóticas, ou por poliniza-
ção cruzada entre estas e as linhas controlo convencionais. 
Dizem-se segregantes negativos pois são linhas que “perde-
ram” o transgene devido à segregação mendeliana. Todas as 
linhas foram analisadas até à geração F8 e sujeitas a stress 
salino na geração F6 (figura 1b ).
_Resultados
Neste trabalho confirmámos que o stress da cultura in vitro 
parece ser o fator que mais influencia as diferenças encontra-
das entre as plantas transgénicas e os seus controlos, pro-
vocando alterações que persistem ao longo das gerações e 
que atenuam com o tempo. De facto, os nossos dados de 
proteómica confirmaram que as linhas Ta  e NSb  apresentam 
os seus proteomas alterados de forma similar ao longo das 
gerações ficando cada vez mais próximas da linha contro-
lo (figura_2 ). No ensaio de proteómica da geração F6 já não 
foi possível distinguir as três linhas em teste. Demonstrámos 
também que, tal como para a geração F3 (2) os spots dife-
renciadamente abundantes entre as linhas Ta e NSb vs. C na 
geração F5, correspondem a proteínas que podem ser rela-
cionadas com a resposta a stress. 
Pudemos constatar também que o número de transcritos dife-
renciadamente expressos entre as linhas C, Ta e NSb, ao longo 
das gerações é extremamente baixo face aos 45207 transcritos 
analisados simultaneamente com o array em questão: 47, 17 e 
29 transcritos diferenciadamente expressos nas gerações F4, 
F6 e F9, respetivamente. Os resultados de transcritómica refor-
çaram também a ideia de que a geração F6 foi aquela onde as 
três linhas em teste se apresentaram mais similares. É, no en-
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geração F8, as três linhas divergiram ligeiramente quando 
em comparação com a geração F6 (figura 2 ). Este ligeiro afas-
tamento entre as três linhas em teste pode dever-se a algum 
tipo de estímulo ambiental que possa ter ocorrido durante os 
4 anos em que decorreu esta experiência. Apesar de, com ex-
ceção da geração F6 onde foi imposto stress salino em parte 
das plantas, todas as condições ambientais terem sido manti-
das similares para todas as plantas em teste (temperatura, 
humidade, água e desinfestações periódicas das estufas), 
algum fator não controlado pode ter sido responsável pelas 
diferenças observadas. Apesar desta pequena divergência 
observada na geração F8, no geral os nossos resultados pa-
recem indicar que as alterações induzidas pela transgénese 
são escassas e vão diminuindo ao longo das gerações. 
Como esperado, confirmámos que o stress salino influencia 
fortemente o proteoma/transcritoma do arroz. Encontrámos 
154 spots diferenciadamente abundantes com uma diferença 
de expressão superior a 1,5 (FC>1,5) e 372 transcritos diferen-
ciadamente expressos com uma FC>3 pelo menos numa das 
comparações (C vs. Csal; NSb vs. NSbsal and Ta vs. Tasal).
Cinquenta e sete dos 154 spots diferenciadamente abun-
dantes (37%) e 292 dos 372 transcritos diferenciadamente 
expressos (78%) viram a sua expressão alterada nas três 
l inhas como consequência do stress sal ino (figura 2 ). 
_Discussão e conclusão
É verdade que, neste estudo, o impacto da engenharia genéti-
ca foi avaliado duas gerações após a transformação das plan-
tas, e o impacto do stress salino foi avaliado imediatamente 
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após a imposição do stress. No entanto, a regulamentação 
respeitante à análise do risco das plantas GM obriga a que 
estas plantas sejam submetidas a uma série de testes antes 
de serem colocadas no mercado. A avaliação da estabilidade 
genética da sequência inserida/modificada e a estabilidade 
fenotípica da planta GM são exemplos de testes que reque-
rem 5 gerações de análises. Assim, as plantas geneticamente 
modificadas que entram no mercado já passaram por várias 
gerações após a transgénese. Pelo contrário, todas as plan-
tas cultivadas (GM ou não GM) são inevitavelmente expostas 
a diferentes stresses bióticos/abióticos (variações de tempe-
ratura, seca, raios ultravioletas, agentes patogénicos, etc.) 
e consequentemente todos os consumidores ingerem inevita-
velmente plantas afetadas pelo ambiente. Porque se sabe que 
as condições ambientais podem influenciar a produção de 
proteínas eventualmente tóxicas/alergénicas (4-7), é provável 
que a toxicidade/alergenicidade das plantas possa variar de 
acordo com as condições de crescimento/processamento 
às quais foram sujeitas. De facto, de acordo com o software 
AlgPred_(8) que prevê a alergenicidade das proteínas com 
base na sua sequência, 50% das proteínas que neste estudo 
viram a sua abundância alterada como resposta ao stress são 
47
Figura 2: Sumário dos transcritos diferenciadamente expressos/spots diferenciadamente abundantes 































































































































Ensaio de sal Ensaio de sal
Microarrays - Af fymetrix RUSGene 1.1ST 
ArrayStrip - 45,207 transcriptos (trcpt)
P<0,05; FDR 0,95; FC ≥3 (P<0,05; FDR 0,95)
Proteómica - Refraction 2D - Multiplex 
f luorescence gel electrophoresis




Os diagramas de Venn apresentam o número de spots d i ferenciadamente abundantes com uma di ferença ≥1,5  (Fold 
change (FC) ≥1,5) e os transcr i tos di ferenciadamente expressos com uma di ferença ≥3 (FC ≥3) em cada si tuação. 
Sempre que apl icado, apresentamos entre parêntesis a redistr ibuição destes spots/transcr i tos negl igenciando a 
FC. Para s impl i f icação NSb=NS; Ta=T; Trcpt=Transcr i tos; C*=Csal; T*=Tsal; NS*=NSsal; FDR=False Discovery Rate; 
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potenciais alergénios e 38% dos transcritos com expressão 
alterada pelo stress salino codificam para proteínas que 
são potenciais alergénios. Embora esta previsão, por si só, 
não prove a alergenicidade é indicativa de que os estímulos 
ambientais podem, de facto, ter impacto na alergenicidade de 
uma dada planta.
Se efetivamente o ambiente por si só pode originar muito 
mais alterações nas plantas que a engenharia genética, acre-
ditamos ser pertinente questionar o que é relevante e o que 
é claramente excessivo na avaliação do risco das plantas 
geneticamente modif icadas. Os resultados pormenorizados 
deste trabalho estão compilados num artigo publicado em 
2017 (9).
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